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EPOTHILONE, DEREN HERSTELLJUNGSVERFAHRP4 UND IHRE VERWENDUN6 AtS ARZNEIMITTEL 
UND PFLANZENSCHUTZENDE NIHEL 

Die Erfihdung betrifft Epothilone der folgenden allgemeinen Fprmel: 




worin Ri Wasserstoff. Ci-C4-Alkyl, Ct-C^-Alkanoyl. U+. K+ Na+. 1/2 Mg2+ oder 1/2 
Ca?+ bedeutet und Wasserstoff Oder eine Methylgruppe darstelK. 



Femer betrifft die Erfindung ein Epothiion, gekennzeidinet durch einen oder mehiere 
der folgenden Parameter: 



ymtumxi 

\ 
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iH41MR-Daten 


i3C-NMR-0ate 


n 


Atom 




Atom 
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4,19 


dd 


3 


73,2 
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3 78 
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1 73 
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43,5 




1/ * 
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tti 
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n AW 
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lib 
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15, 6 








26 


19,1 



.*) Zuotdnungvertauschbar 
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C26H39NOeSI4931 

FAB-MS (neg. lonen): 492.25 fur (M - H)" 

UV (MeOH) Xmax (log e) = 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Rim auf trtran: 

v: 3429:2966: 2937: 1737: 1691; 1463; 1374; 1295; 1257; 1185; 1150: 1087; 1029: 1014:979 Crir^ 

DC:Rf = 0.75 — — 

DC-Aiufolie 60 F254, Merck: Laufmittel: 
DIchlormethan/MethanoU90 : 10 
Detektion: 1. uy-L5schung bei 254nm 

2. AnsprOhen mit Vaniliin/Schwefelsaure-Reagenz und erhitzen auf 1 20 *C. 

braune Anfdrbung 

HPLC:R,»5,4mln 

SSule: 4 X 250 mm Lichrosorb RP-18 7 ^m. Merck: 
RuB: 1 .5 ml/min: Laufmittel : Methanol/Wasser b 65 : 35 
Detekton UV 254 nm 

Des weitaren betrifft die Erfindung ein Epothilon, gekennzeichnet durch einen oder 
mehrere derfoigenden Parameter: 
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iSC-NMR-Oaten 
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19,0 (m = CH3) 



*) Zuoidnung vertauschbar 
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C27H4tN06S [507] 

FAB-MS (neg. lonen): 506.25 fOr (M - H)' 



UV (MeOH) Xmax (too e) « 210 (4.17): 249 (3.97) 



IR Film auf irtrah: 



V • 3400; 2958; 2931 : 2875: 1735; 1689: 1629; 1609; 1463: 1378; 1250; 1 149: 1049: 977 crrr^ 



DC:Rf = 0,75 

DC'AlufoiieeO F2541 Merck; Laufmittel: 
Oichlormethan/Methahol s 90 : 10 
Detektion: 1 . UV-LOschung bei 254 nm 



2. AnsprOhen mit Vaniilin/Schwefelsaure-Reagenz unci erhitzt auf 120 *C. 
braune Anfdrbung 



HPLC: Rj « 6.3 min 

S&ile: 4 X 250 mm Lichrosorb RP-1 6 7 ^m, Merck; 
RuB: 1,5 mi/min; Laufmittel: Methanol/Wassers 65 : 35 
Detekton UV 254 nm 

Besondeis bevoizugt sind Epothilone mitderfbigenden Strukturformel: 
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worin R2 Wasserstoff Oder Methyl bedeutet. (Das Kohlenstoffetom der Methylgnippe 
wild als C27 bezelchnet). Femer betriffl die Eriindung ein Verfahren zum Gewinnen von 
Epothnonen. insbesondere dervorstehend chaiakterisierten Epothnone, das dadurch 
gefcennzeichnet ist, daB man den Stamm So ce90 DSM 6773 

- in einem Kbhienstofftiuellen. Sticksloffciueiien und Mineralsaize enthaltenden 
Medium kuBMert. 



. entyvederwahrend der KultivierungdesStammes Oder anscWieBehd ein 
Adsorbertiarzzusetzt. 

die FennentsrbrQhe abtrenm. 

die Epothiione aus dem Adsorbertiarz eluiert und 

die Eluate direkt oder Qber wettete Reinigungsscliritte von detn/den 
ijBsungsmittei(n) befreit. 

und gegebenenfalls Qber Hochdnidt/Niedeidnjckdiromatographie und/oder 
Umkristairisadon die verschiedanen Epothiione aufreinlgt und voneinander trennL 

Gegebenenfalls kSnnen die so gewonnenen EpothBone mit gSngigen chemischen 
Verfahren weiter umgesetzt weitten, 2.B. mit Basen In die Alkali- und Eidalkalisaize 
ObertQhrt und gegebenenfalls wreiterzu Ethem umgesetrt vwnJen* odersle kfi^^ 
organischen Sfiuren in die emspiechenden Ester QberfQhrt weiden. 

Femer betrifft die Eriindung ein Mittet fOr den Pllanzonschutz In Landwlrtschaft. 
Fbisrwiitschaft und/Wer Gaitenbau, bestehend aus einem oder mehreren der 
voistshend au^fOhrten Epothiione oder eines oder mehrere dieser Epothiione 
enthaltend. gegebenenfalls neben einem oder mehreren uWichen Ttager(n) und/oder 
VeidQnnungsmittet(n). 
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SchiieBKch betrifft die Erfindung ein therapeutisches Mittel. das insbesondere 
cytotoxische AktivitSten entwickein und/oder Immunsuppression bewirken kann, 
bestehend aus einem Oder mehreren dervorstehend aufgefuhrten Epothilone Oder eines 
Oder mehrere dieser Epothilone enthaitend, gegebenenfalls neben einem Oder mehreren 
Oblichen Trager(n) und/oder Verdunnungsmittel(n). 

- Administrationsform: oral 

- Dosis 0:5 bis 200:mg fur einen Menschen mit-70 kg-Normalgewicht— — ~ — — - 

- Verwendungszweck: Antitumor 

Im foigehden wird die Erfindung anhand von Beispielen und experimenteilen Oaten 
n&her erISutert. 

Produktlonsstanim 

Stamm So ce90 wurde im Juii 1985 an der Geseilschaft fur Biotechnologische 
Foischun^ ( GBFj^L»ejnc^^ voh den Ufem des Zambes i, im sQcHichen 
Afrika, tsoUert Der Stamm ist bei der Deutschen Sariimlung von Mikroonganlsmeh 
..(DSM) iinter Nr. 67^ hinteriegt. 

Stammioiitur uhd morphologische Beschreibung: Der Stamm wSchst auf Cellulose als 
einztger Kohlenstoff- und Energiequelle mit KNO^ als eirizige Stickstoffquelle. z.B. auf 
FRterpapler. Ober ST21 Mineralsalzagar (0.1% KNO3: 0.1% MgS04 x 7 HgO; 0.1% CaCl2 
X 2 HjO; 0.1% K2HPO4: 0.01% MnS04 x 7 H2Q; 0.02% FeCIs: 0.002% Hefeextrakt; 
Standard-^Spurenelementifisung; 1 % Agar). Auf diesem Medium warden 
dunkeirotbfaune bis schwarzbraune Fruchtkdrper gebildet bestehend aus kleinen 
Sporangiolen (etvira 15 bis 30 ^m Ourchmesser) in mehr oder weni^er groBen dichten 
Haufen und Paketen. 

Der Stamm wdchst sehr gut mit Glucose und KNO3. z.B. auf CA2-Agar (Gmndmedium: 
1 .5 g Agar in 92 ml Aqua dest; Stammlfisung 1 : 7.5% KNO3, ^-5% K2HPO4 in Aqua 
dest; StammlSsung 2: 1.5% MgS04 x 7 H2O in Aqua dest.; Stammiesung 3: 0.2% 
.CaCl2 X 2 H20, 0.15% FeCl3 in Aqua dest.; Stammiosung 4: 20% Glucose in Aqua dest. 
Die Stammlosungen werden durch Autoklavieren sterilisiert. Je 1 ml der Losungen 1 bis 
3, sowie 5 mi der LSsung 4 werden dem Grundmedium zugegeben. ebenso eine 
geeignet Menge einer SpurenelementlSsung). 
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Die vegetativen Stabchen haberi die IQr Sofandn/mtyptsche Form (reiativ derbe, im 
Phasentontrastmikroskop dunkle, zylindrische Stibchen mit breit abgerundeten Enden. 
im Mittel 3 - 6 |im iang und 1 |un dick). Nadi iangerer Adaptation an das Wachstum in 
RQssigmedien wSchst der Sfamm in homogeiterZeilsuspension. 

Der Stamm So ce90 preduziert chemisch nahe verwahdte Verbindungen, die 
anffiiotiscReAktivitat besitz^^ — — 
sowie antifungal vwrksam. Heivorzuheben istz-B. die Hemmung von Mucor hiemalis. 

Produktion der biologisch aktiven Verbindungen: 

Die Verbindungen werden wSlhrend der logaritiimischen bis iiin zur stationSrsn 
Waciistumsphase produziert Bne typisctie Fennentation verlSuft fblgendermaBen: Ein 
100 1-Femienter wird niit 60 1 Medium (0.8% StSrke; 0.2% Glucose: 0.2% Soyameiil; 
0JJ% Hefeextrakt; 0.1% CaClg x 2 HgO; 0.1% IWIgS04 x 7 HgO; 8 mg/l Fe-EDTA; pH 7.4) 
gefQIit Beimpft wini mit 1 0 1 einer im glelchen Medium jedoch zusStzlicli mit 50 mM 
HEPES-Pufter pH 7.4 in Sciidttelkolben angezogenen Vorkuitur (160 upm. 30 *C). 
Feitnentiert w^rTBeTSTtni^^ 

BelQftung von 0^ NL pro mP und Std^ der pH Wert wird dutch Zugabe von KOH bel 7.4 
gefiatten. Die Fermentation dauert 7^10 Tage. Die gebildeten aktiven Verbiridungen 
befinden sich teiis im Oberstand und teils in den ZeHen. 

Aitemativ dazu kanriin Oegenwait voii Adsqrberhaizen (z.B. XAD-1180, Rottm und 
Haas. 2 - 5 %) fsrmentiert weiden. 

Isoiiening von ppottiiion A und B 

WSIirend der Fennentation von Sotangium cellutosum So ce90 (z.B. 70 1 
Femientationsvoiumen) in Gegenwart eines Adsorbertraizes (Z.B.: XAD-1 180, ROhm 
und Haas, 2 % vN) werden die gebfldeten Anbbiotikalpottiilon A (Abb. 1 ) und B (Abb. . 
2) voilstandig an das Harz gebunden. Nach Abtrennung der KutturbrOiie (z.B, dutch 
Absieben in eiriem ProzeBfilter) wird das Harz mit 3 Bettvolumen Wasser gewaschen 
und mit 4 Bettvolumen Methanoi eluiert Die vereinigten Buate werden im Vakuum bis 
auf den Wassergehalt eingeengt und dreimal mit je 0.2 1 Ethylacetat extrahiert Die 
vereinigten Ethylacetatextrakte werden zur Trockne eingeengt (ca. 40 g 
Trockengewidit). 
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Der flohextrakt wind in 50 mi Methanol aufgenommen und an Uchroprep RP-18 25-40 
jtm (SSuie: 400 x 100 mm; FiuB: 200 mi/min; Merck Prepk>ar) isoltratisch mit 
Methanol/Wasser 6/4 chromatographiert. Die Epothilone enthaltenden Fral<tionen {Jt\ ca. 
95-125 min) warden durcii RP-18 NiederdrudcchromatogFaptile aufgereinigt. (SSule 
400 X 60; HD-Sli-1 8-20-60. I^omatic; l.aufmittei: Methanol/Wasser 65/35; FluB 25 
mi/min; Epothilon A; 1 40 - 1 65 min; Rt Epothiion B: 1 70 • 1 95 min). 

Die'Feimreinigungxier Epothilone erfolg^ — — 

1. Epothilon A: Toluol/Ethyiacetat s 3 : 2 

2. Epothilon B: Ethyiacetat 

Epothiion A 

C26H3gN06St493] 

FAB-MS (neg. lonen): 492.25 fOr (M - H)' 

iH-NMR-Datens.Tab. 1 

^3c-NMR-Datens.Tab.2 

UV (MeOH) X^nax Oo9 e) « 210 (4.17); 249 (3.97) 

IB Fiim auf Irtran: 

v: 3429:2966: 2937: 1737: 1G91: 1463: 1374: 1295: 1257: 1185: 1150: 1087: 1029: 1014: 979 crrr^ 
DC:i=t|:«i0.75 

pOAIufolie 60 F254. Merck; l.aufmittei: 
DicNormethan/Methanoi e 90 : 10 
Detektion: 1. UV-l_6schung bei 254 nm 

2. AnsprOhen mit Vaniliin/Schwefelsaure-Reagenz und erhitzen auf 1 20 *C. 

braune An@rbung 

HPLC:Rts5.4mln 

Sdule: 4 X 250 mm Uchrosorb I^P-l 8 7 ^im, Merck; 
RuB: 1 ,5 mi/min; L.aufmittel; Methanpi/Wasser « 65 : 35 
OetektonUV254nm 
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EpottiHon B 

C27H41NO6SP071 

FAB-MS (neg. lonen): 506^ fOr (M - H)' 
iH-NMR-Oaten s. Tab. 1 
i3C-NMR-Daten s. Tab. 2 

UV (MeOH) Xmax dog e) - 210 (4.17): 249 (3.97) 



IR Rim auf Irtran: 

Ve 3400; 2958; 2931; 2875: 1735: 1689; 1629; 1609; 1463: 1378: 1250: 1149: 1049:977 Cfirl 
DC:Rf=0.75 

DG^ufone 60 F254» Merck; Lauftnlttel: 
Dichlormethan/Methanol s90 : 10 
Deteklion: 1.UV-Loschungbel254nm 

2. Ansprflhen mit Vartiflin/Schwefelsiure-Reagenz und erhitzt auf 120 'C, 

braune An^ung 
HPLC:Rt«6^min 

SSule: 4 X 250 mm Lichrosoif) RP-18 7 |iin, Merck; 
Hu6: 1 JS ttiMn: Laufnnmel: Methandi/Wasser « 65 : 35 
betektonUV254nm 



4 
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Tabell 1 



iH-NMR-Daten der Epothilone A und B 



Atom 


A 


B 


2a 


2,4 


dd 


2,22 


dd 


2b 


2,52 


dd 


2,53 


dd 


-3— 


4,-1-9 


dd 


4,-24 


dd- _ 


6 


3,2 


m 


3,28 


' m 


7 


3,78 


dd 


3,75 


dd 


8 


1,73 


m 


1,73 


ai 


9a 


1,4 


m 


1,4 


m 


9b 


1,52 


in 


1,5 


m 


10a 


1,4 


m 


1,4 


m 


10b 


lr4 


m 


1/4 


m 


11a 


1,42 


m 


1,42 


m 


lib 


1,7 


ra 


1/7 


m 


12 


2,9 


ddd 






13 


3,01 


ddd 


2,8 


dd 


14a 


If 09 






QGLu 


14b 


- 2,11 


ddd 


2,1 


ddd 


15 


5,41 


dd 


5,41 


dd 


: 17 


6> 6 


s 


6,6 


s 


19 


6,99 


s 


6,99 


s 


21' 


1,08 


s 


1,05 


s 


22' 


1,35 


s 


1,36 




23 


1,15 


d 


1,15 




24 


0.93 


d 


0 , 92 


d 


25 


2,05 


3 


2,05 


3 


26 


2,69 


S 


2,69 


£ 








1,28 


s 



*} 2Suordnuhg vertauschbar 
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Tabell02 



isc-NMR-Daten der ^othilone A und B 


Atom 


A 


B 


X 


170.5 


170,5 




39* 1 


39,4 




75 • 2 


72, 9 — 


4 


^'X 0 


53,2 


c 
O 




219,8 


D 




43,1 


7 


7 


74,3 


8 


"^fi il 


36,6 


9 


OU/ ' 


30,9 


Y A 
10 




22,5 


11 


97 


32,3 


IZ 




61,3 






61,7 


X4 




32, 4 


1 


76r8 


76,9 


1 £ 


137.4 


137,5 


n 


120,1 


120,0 


18 


152,1 


152,1 


19 


116,3 


116,2 


20 


165,0 


165,1 


21' 


20,4 


19,7 


22' 


21,6 


21,5 


23 


14,1 




24 


ITrl 


17,1 


25 


15,6 


15,7 


26 


19,1 


19,0 


27 




22,7 



I^oidnung vertauschbar 
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Anwendungsbeispiel 

Nach bekanhten Methoden (T. Meyer. U. Renegass. 0. Fabbro. E. Alteri, J. Rdsel. M. 
MQIIer, G. Caravatti & A. Matter. A derivative of staurosporine (CGP 41 251 ) shows 
selectivity tor protein kinase C inhibition and In vitro anti-proliferative as well as in vivo 
anti-tumor activity, int. J. Cancer 1989. 43, 851-6) witd Epothiion A auf die Hemmung 
der T-24 Zeiiinie untersucht. Es witd ein ICsq Wert von < 0.05 \xM ennittelt. 
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1. Epothilonederallgemeinen Fotmei: 

/- « 

/ \ 




28 O 

woHn Ri Wasserstoff, Ci-C4-Alkyl. C,-C4-Acyl, li*. K+ Na*. 1/2 Mg2+ Oder 1/2 Ca2+ 
bedeutet und Wasserstoff Oder eine Mefhylgruppe darsteOL 

n « 

2. EpottiHone derallgemeinen Formei 



2S S 

worin Wasseistoff oder Methyl isL 




3. Epothilon, gekennzeiohnet tiuich einen oder mehrere der folgenden Parameter: 
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1H-NMR-Daten 
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o ^ ft ft 
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9a 
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10a 


1/4 . 
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21* 
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*) Zuoidnung veitauachbar 
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C26H39N06S[493I 

FAB-MS (neg. lonen): 492^ Sir (M - H)" 

UV (MeOH) W Oo9 e) « 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Film auf Ittian: 

v: 3429: 2966: 2937: t737: 1691: 1463: 1374: 1295: 1257: 1185: 1150; 1087; 1029: 1014; 979 CtlT^ 



DC:Rf=0,75 

DOAIufoDe 60 F254. Merck; Laufmittei: 
Diehiormethan/Methanol s 90 : 10 
DetfikUon: 1.UV-lj6sctiungbei254nm 

2. Anspruhen mit Vanillin/Schwefelsaure-Reagenz und erhitzen auf 120 'C. 

braune Anfirbung 
HPLC:Rt=5,4min 

S&Jle: 4 X 250 mm Uchrosorb RP-18 7 |im. Merck: 
RuB: 1.5 ml/min: Laufmittei: Methanol/Wassers 65 : 35 

06tektonUV254n(n 

* 

4. ^othiton, gekenmelchnetdmM einen Oder mehrere der fbigenden Parameter: 
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iH-NMMaten 


i3C-NMR-0aten 
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-5 


^219,8 


8 


1,73 


m 


6 


43,1 


9a 


lr4 


m 


7 


74,3 


9b 
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22,7 (Ri-GHa) 



*) ZtididntiniB vertauschbar 
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C27H41NO6SPO7] 

FAB-MS (neg. tonen): 506^ fOr (M - H)' 

UV (MeOH) W (toff e) = 210 (4.t7); 249 (3.97) 

IRFHmauflrtian: 

V m 3400; 2958:2931. 2875: 173S: 1689; 1629; 1609: 1463: 1378; 1250; 1149; 1049:977 CtVT^ 



DC:Rf-0.75 

DC^Ahifbile 60 F254. Merck; Laufmittel: 
plclilonnettian/MethanoU9Q : 10 
Detaktion: l.UV-L6schungbei254nm 

2. AnsprOhen rait Vanil«n/Schwefelsaure-Reagenz und erhftzt auf 120 ;c. 

bFEUineAnfgrbung 
HPLC:Rt«6,3min 

saule: 4 X 2S0 mm Uchrosorb RP-18 7 jun. Merck; 
Flufl: 1.5 ml/min; Laufmfttel: Methanol/WasseraSS : 35 

DelektonUV254nm 
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5. Ver^ren zum Herstellen von Epothiionen nach einem defvoranstehenden . 
AnsprQche, dadurch gekennzelchnet, daB man den Stamm So ce90 

in einem Kohlenstoffquellen. Stickstoffquelien und MIneralsaize enthaltenden 
Medium kultiviert, 

entweder wShrend der Kullivierung des Stammes Oder anschlieSend ein 
Adsorberharz zusetztr — — — — — — — 

die Fennenterbrfjhe abtrennt, 

die Epothilone aus dem Adsorbertiarz eluiert und 

die Etuate direkt Oder Qber weitere Reinigungsschritte von denvden 
IjOsungsmittel(n) befreit, 

und gegebenen^ls Qber Hochdnjcl^edeidruckchromatographle und/dder 
.UmkristaHisation die veischiedenen Epothilone aufreinigt und voneinander trennt. 

6. Mittel fQr den Pflanzenschutz in der Landwirtschaft und Fprstwlrtschaft und/qder im 
Gaitenbau. besteiiehd aus einem Oder mehreren Epothiionen gemas einem der 
voianstehenden AnsprQche Oder eines Oder mehrererdieser Epothilone enthaitend. 
gegebenentaUs neben einem Oder mehreren Qblichen Trager(n) und/oder 
Veidannungsmittel(n). 

7. Mittel nach Anspnjch 6. dadurch gekonmBelchnet, daS es ein Fungizid Oder 
FungistatiKum ist 

8. Therapeutisches ^/Gttei, das inst)esondere cytotoxische Aktivitaten entwicketn 
und/oder immunsuppresion bewirken kann, bestehend aus einem Oder mehreren 
Epothiionen nach einem der AnsprQche 1 bis 4 oderdiese Epothilone enthaitend, 
gegebenenfaiis neben einem Oder mehreren Qblichen Trager(n) und/oder 
VeidQnnungsmittel(n). 
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